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Projekt: Ontwikkeling methoden voor het aantonen en bepalen van 
hormonen 
Onderwerp: Ont~~ikkeling van een screeningsmethode voor het aantonen 
van anabolica/hormonen in injektiepreparaten met behulp van 
êêndimensionale dunnelaagchromatografie. 
Bijlage: 1 analysevoorschrift 
Doel: 
Ontwikkelen van een snelle analysemethode voor het aantonen van 
anabolica/hormonen in injektiepreparaten uit toedieningsplaatsen door 
middel van ééndimensionale HPTLC. 
Samenvatting: 
Het injektiepreparaat ~wrdt uitgeprepareerd uit het laboratorium-
monster en opgelost in diethylether. Een deel van de oplossing wordt 
op een dunnelaagplaat gebracht. De HPTLC plaat (normal phase) wordt 
ééndimensionaal gechromatografeerd, behandeld met reagens, verwarmd en 
beoordeeld bij 365 nm. 
Conclusie: 
Met de ontwikkelde analysemethode werd een aantal injektiepreparaten 
geanalyseerd . Waargenomen werden o.a.: estradiolester en nortestoste-
ronester. Met deze me thode kunnen per dag 40- 50 injektiepreparaten 
geanalyseerd worden. 
Verant~~oordelijk: dr W.G. de Ruig _k-
Samensteller: H. Hooijerink ~ 
Projektleider: dr W.G. de Ruig 
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1. Inleiding 
Ten behoeve van de Rijksdienst voor de keuring van Vee en Vlees is er 
een snelle "screenings " methode ontwikkeld voor de bepaling van 
anabolica/hormonen in injectiepreparaten uit toedieningsplaatsen. Dit 
verslag beschrijft de ontwikkelde analysemethode . 
2 . Methode van onderzoek 
2.1 ~OE_S_!e.!_V~O.!_b~r~i~ing 
Vanwege de hoge concentratie anabolica in preparaten afkorustig uit 
toedieningaplaatsen is een eenvoudige etherextraktie voldoende om de 
anabolica uit het preparaat te extraheren. l~el dient het injek-
tiepreparaat zo zorgvuldig mogelijk ontdaan te worden van vet, vlees 
e.d . 
2 . 2 QuE_n~l~a~c~r~ru~t~g.!.afi~ iH~T~Cl 
Als loopvloeistof is gekozen voor chloroform:ethanol:tolue en (45:35:5) 
(V/V) en als dipreagens: azijnzuuranhydr ide/zwavelzuur (47,5:2,5) 
(V/V) of ethanol/z\o~avelzuur (47,5:2,5) (V/V). Er is gewerkt met 
Kieselgel 60 dunnelaagplaten (10 x 10 cm) . 
Tabel 1 geeft de Rf-waarden van een groot aantal anabolica/hormonen en 
de fluorescentiekleur bij 365 nm na behandelen met dipreagens a zijn-
zuuranhydride/zwavel zuur (A) en ethanol/zwavelzuur (B) en na 8 min 
verwarmen bij 96°C. 
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Tabel 1 
Rf- \o7aarden Kleur 
dipreagentia 
A B 
Diethylstilbestrol 0,36 rood rose/rood 
Hexestrol 0,35 groen 
Dienestrol 0,31 rood/bruin rose/rood 
Dienes trol-diacetaat 0,83 donkerrood rood 
17a-estradiol 0,40 geel geel 
17a-estradiol 0,43 geel geel 
17a-estradiol-acetaat 0,42 geel geel 
17B-estradiol-3- benzoaat 0,45 gee l geel 
17a-es tradiol-3-sulfaat 0,00 geel geel 
17a-es tradiol- diacetaa t 0,84 geel geel 
17a-estradiol- dipropionaat 0,88 geel oranje 
17a-es tradiol-3- me thylether 0,46 geel geel 
Estriol 0,1 2 geel geel/oranje 
Ethinylestradiol 0,46 geel/o ranje ,.;rit/ geel 
Medroxy- progesteron 0,56 geel geel 
Medroxy- progesteronacetaat 0,74 geel/groen geel 
Testos t eron 0,48 geel/groen geel/wit 
Nortestosteron 0,48 geel/groen geel/wit 
Methyltestosteron (17a) 0,52 hel- geel geel /groen 
a- trenbolon 0,44 blam.;r blauw 
a- trenbolon 0,44 oranje/bruin oranje/bruin 
Zeranol 0,34 groe n 
Corticosteron 0,13 geel geel/groen 
Hydracortison 0,04 geel gee l 
Testosteron-propionaat 0,78 groen/geel groen/geel 
Testosteron- acetaat 0, 76 groen/geel groen/ geel 
Meges trol-acetaat 0,71 geel/groen groen/geel 
Ethinylestradiol-3-methylether 0,65 \d t 
Ethisteron 0,54 gee l 
Testoste ron- benzoaa t 0,78 licht-blauw groen/geel 
Nortestoste ron- lauraat 0,81 zacht-groen groen/geel 
Loopvloeistof I: chloroform:ethanol:tolueen (45:3,5:5) (V/V) 
Dipreagens A azijnzuuranhydride :zwavelzuur (47,5:2,5) (V/V) 
Dipreagens B ethanol:zwavelzuur (47,5:2,5) (V/V) 
N.B. Bij hogere concentratie kan de fluorescentiekleur enigszins 
af\o7ijken. 
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3. Resultaten 
De ontwikkelde analysemethode is toegepast op een aantal injek-
tiepreparaten afkomstig uit spuitplaatsen. 
Het resultaat is vastgelegd op een foto. 
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A RIKILT nr. 4/5/3990 
B = standaard nortestosteron + B-estradiol + medroxyprogesteron 
C = RIKILT nr. 4/5/3992 
D standaard 8-estradiol + B-estradiolbenzoaat + nortestosteron-
decanoaat. 
E RIKILT nr. 4/5/3993 . 
1. 17B-estradiol 
2. ? 
3. 17B- estradiol-benzoaat 
4. nortestosteron-ester ? 
5. nortestosteron-decanoaat 
6. standaard 17B-estradiol 
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7. standaard nortestosteron 
8. standaard medroxyprogesteron 
9. 17a-estradiol 
10. ? 
11. 17a-estradiol 
12. nortestosteron- ester? 
13. nortestosteron- decanoaat 
14. standaard 176-estradiol 
15. standaard 176- estradiol- benzoaat 
16. standaard nortestosterondecanoaat 
17. 176-estradiol 
18. ? 
19. 17a-estradiol-ester? 
20. 176-estradiol-benzoaat 
21. nortestosteron-ester? 
22. nortestosteron-decanoaat. 
4. Conclusie 
Om een indruk te krijgen of er anabolica/hormonen in injektieprepa-
raten aanwezig zijn, is de dunnelaagmethode geschikt gebleken. De 
methode geeft bovendien informatie over welke anabolica/hormonen aan-
wezig zijn. 
Op êên dunnelaagplaat kunnen 4 à 5 monsters gebracht worden. Met deze 
methode kunnen 40- 50 monsters per dag gescreend worden. Ook is het 
mogelijk om de extrakten te hydrolyseren waarna het extrakt nogmaals 
op een dunnelaagplaat gebracht wordt. 
De vrijgekomen verbindingen zullen , in vergelijking met HPTLC zonder 
hydrolyse, een intensievere kleur geven. 
De analysemethode is vastgelegd in Intern Analysevoorschrift nr. 
A 387. 
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INTERN ANALYSEVOORSCHRIFT NR. A 387 
1e oplage (1984-11- 06) 
Vlees en vleesprodukten - Kwalitatieve methode voor het aantonen van 
anabolica/hormonen in toedieningaplaatsen - HPTLC 
1. Onderwerp 
De methode omvat het aantonen van een reeks anabolica/hormonen in toe-
dieningaplaatsen bij runderen als eerste onderzoekmethode (screening). 
2. Toepassingsgebied 
De methode is bruikbaar voor de in tabel 1 genoemde anabolica/ 
hormonen. 
3. Definitie 
De genoemde anabolica/hormonen worden gebruikt als groeibevorderende 
middelen. 
4. Beginsel 
Een deel van het preparaat afkomstig uit het vlees wordt opgelost in 
diethylether. Een deel hiervan wordt op een dunnelaagplaat gebracht, 
gechromatografeerd, behandeld met een reagens, verwarmd en beoordeeld 
bij 365 nm. 
5. Reagentia 
Indien niet anders vermeld, dient de kwaliteit van de reagentia pro 
analyse te zijn. 
Verwijzing naar een produkt en/of fabrikant dient enkel ter informatie 
en identificatie en houdt geen aanbeveling in door het Rijks-
Kwaliteitsinstituut voor land- en tuinbouwprodukten van genoemd pro-
dukt en/of fabrikant en onder uitsluiting van andere produkten en/of 
fabrikanten die mogelijk ook voldoen. 
5.1 Diethylether (Merck 921). 
5.2 Chloroform (Merck 2444). 
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5.3 Ethanol (Merck 983). 
5.4 Tolueen (Merck 8325). 
5.5 Zwavelzuur 96% (Merck 732). 
5.6 Azijnzuuranhydride (Merck 42). 
5.7 Ortho-fosforzuur (Merck 573). 
5.8 Loopvloeistof: 
chloroform-ethanol-tolueen (45:3,5:5 V/V). 
5.9 Dipreagens A: 
azijnzuuranhydride-zwavelzuur (47,5:2,5 V/V). 
5.10 Dipreagens B: 
ethanol-zwavelzuur (47,5:2,5 V/V). 
5.11 Stikstof. 
6. Glaswerk/apparatuur 
Verwijzing naar een produkt en/of fabrikant dient enkel ter informatie 
en identificatie en houdt geen aanbeveling in door het Rijks- Kwali-
teitsinstituut voor land- en tuinbouwprodukten van genoemd produkt 
en/of fabrikanten onder uitsluiting van andere produkten en/of fabri-
kanten die mogelijk ook voldoen. 
6.1 Cultuurbuizen van 15 ml. 
6.2 Whirlmix. 
6 . 3 Droogstoof temp. 96°C. 
6.4 Föhn. 
6.5 Triflex handschoenen. 
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6.6 Variabele pipet < 5,0 ml (Finnpipette) + tips. 
6.7 Apparatuur voor dunnelaagchromatografie. 
6.7.1 Microspuitje 10 ~1 (Hamilton). 
6.7.2 Dubbeltrogkamer (Camag) voor 10 x 10 cm plaatjes. 
6.7.3 HPTLC-fertigplatten, Kieselgel 60 (Merck 5631). 
6.7.4 Glazen dipbak. 
6.7.5 Transilluminator met bodemplaatverlichting, golflengte 365 nm 
(Ahrin) Model TL 33. 
6.7.6 Polaroid fotocamera (met 600 ASA polaroid kleurenfilm). 
7. Monsterneming 
Voorbewerking van het laboratoriummonster dient zeer zorgvuldig te 
geschieden. De toedieningaplaats moet in kleine plakjes gesneden wor-
den, zodat afwijkingen in het vleespatroon gemakkelijk ontdekt kunnen 
worden. Zodra een afwijkend stuk materiaal ontdekt is zou dit een 
injektiepreparaat kunnen zijn. Dit preparaat moet uit het vlees ver-
wijderd worden (na eventueel een foto te hebben genomen). 
8. Werkwijze 
8.1 Veiligheidsmaatregelen 
Verricht het dippen van de chromatografieplaatjes in de zuurkast en 
draag hierbij handschoenen. Wees bijzonder voorzichtig met het dip-
reagens azijnzuuranhydride-zwavelzuur. Laat dit reagens niet in kon-
takt komen met de huid. Vermijd kontakt met water. Draag bij het be-
oordelen van de chromatografieplaatjes met de transilluminator een uv-
beschermende bril. 
8.2 Extraktie 
Neem een deel van het preparaat en breng dit in een cultuurhuis. Voeg 
3 ml diethylether (5.1) toe en meng met behulp van de whirlmix (6.2). 
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8.3 Dunnelaagchromatografie. 
8.3.1 Breng op een HPTLC-plaat (6.7.3), op 1 cm van de onderkant met . 
een alerospuitje (6.7.1) 10 ~1 van het extrakt, verkregen bij 8.2, op. 
8.3.2 Maak gebruik van de dubbeltrog chromatografietank (6.7.2), waar-
bij in één trog 10 ml van de loopvloeistof (5.8) wordt gebracht en in 
de andere het HPTLC-plaatje. Laat het plaatje 20 min equilibreren en 
pipetteer vervolgens 5 ml van de vloeistof uit de ene trog in de trog 
waarin het plaatje staat. Laat gedurende 15 min chromatograferen en 
laat het plaatje drogen aan de lucht. 
8.4 Detektie. 
8.4.1 Dip het plaatje in dipreagens B (5.10) of A (5.9). Verwarm ge-
durende 8 min in de droogstoof bij 96°C. 
Beoordeel het plaatje bij 365 nm, aan de hand van ervaring en met 
gebruikmaking van de gegevens uit Tabel 1. 
Opmerking: 
Dipreagens B heeft in eerste instantie de voorkeur: 
- de vlekken van de meeste anabolica/hormonen zijn intensiever dan met 
dipreagens A. 
- dipreagens B is milieuvriendelijker in het gebruik dan dipreagens A. 
Met dipreagens B worden echter enige anabolica/hormonen niet gedetec-
teerd, te weten hexestrol, zeranol, ethinylestradiol-3-methylether en 
ethisteron. Detectie van deze verbindingen kan daarom alleen 
geschieden met dipreagens A. 
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Tabel 1 
Rf-waarden Kleur 
dipreagentia 
A B 
Diethylstilbestrol 0,36 rood rose/rood 
Rexestrol 0,35 groen 
Dienestrol 0,31 rood/bruin rose/rood 
Dienestrol-diacetaat 0,83 donkerrood rood 
17a-estradiol 0,40 geel geel 
17a-estradiol 0,43 geel geel 
17a-estradiol- acetaat 0,42 geel geel 
17a-estradiol-3-benzoaat 0,45 geel geel 
17a- estradiol- 3- sulfaat o,oo geel geel 
176-estradiol-diacetaat 0,84 geel geel 
176-estradiol-dipropionaat 0,88 geel oranje 
17a-estradiol-3-methylether 0,46 geel geel 
Estriol 0,12 geel geel/oranje 
Ethinylestradiol 0,46 geel/oranje wit/geel 
Medroxy-progesteron 0,56 geel geel 
Medroxy-progesteronacetaat 0,74 geel/groen geel 
Testosteron 0,48 geel/groen geel/wit 
Nortestosteron 0,48 geel/groen geel/wit 
Methyltestosteron (17a) 0,52 hel-geel geel/groen 
a-trenbolon 0,44 blauw blauw 
a-trenbolon 0,44 oranje/bruin oranje/bruin 
Zeranol 0,34 groen 
Corticosteron 0,13 geel geel/groen 
Hydrocortison 0,04 geel geel 
Testosteron-propionast 0,78 groen/geel groen/geel 
Testosteron-acetaat 0,76 groen/geel groen/geel 
Megestrol-acetaat 0,71 geel/groen groen/geel 
Ethinylestradiol-3-methylether 0,65 wit 
Ethisteron 0,54 -geel 
Testosteron- benzoaat 0,78 licht- blauw groen/geel 
Nortestosteron-lauraat 0,81 zacht-groen groen/geel 
Loopvloeistof 
Dipreagens A 
Dipreagens B 
I: chloroform:ethanol:tolueen (45:3,5:5) (V/V) 
azijnzuuranhydride:zwavelzuur (47,5:2,5) (V/V) 
ethanol:zwavelzuur (47,5:2,5) (V/V) 
N.B. Bij hogere concentratie kan de fluorescentiekleur enigszins 
afwijken. 
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